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ABSTRAK. Glifosat dan paraquat adalah herbisida berspektrum luas yang biasanya 
digunakan untuk mengendalikan gulma. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan 
mengidentifikasi bakteri dari rizosfer padi sawah yang resisten terhadap herbisida 
glifosat dan paraquat. Tiga puluh isolat bakteri telah diisolasi dari rizosfer padi sawah 
dan diseleksi resistensinya terhadap herbisida glifosat dan paraquat. Terdapat satu 
isolat yang resisten terhadap 4.000 ppm glifosat dan 1.600 ppm paraquat. Berdasarkan 
sistem identifikasi Biolog omniLog, isolat 4,2 merupakan Ensifer meliloti. 
Kata kunci: bakteri, herbisida, resisten, rizosfer 
 
ABSTRACT. Glyphosate and paraquat are broad-spectrum herbicides that 
commonly used in rice fields to control weeds. This study aims to isolate and 
identificate bacteria from rhizosphere of rice plants which resistant to glyphosate and 
paraquat herbicides. Thirty bacterial isolates were isolated from rhizosphere of rice 
plants and screened for their resistance of glyphosate and paraquat herbicides. One 
isolate was resistant to 4,000 ppm of glyphosate and 1,600 ppm of paraquat. Based on 
Biolog omniLog identification system, isolate 4.2 was identified as Ensifer meliloti. 
Keywords: bacteria, herbicide, resistant, rhizosphere 
 
 
1. PENDAHULUAN 
Herbisida merupakan bahan kimia 
yang digunakan untuk membasmi gulma 
termasuk rumput liar atau menghambat 
tanaman liar yang mengganggu tanaman 
budidaya. Penggunaan herbisida secara 
intensif dapat menyebabkan 
terakumulasinya residu bahan kimia dalam 
tanah yang dapat mengakibatkan 
pencemaran lingkungan dan 
membahayakan bagi organisme lainnya 
serta proses biologi dalam tanah. 
Glifosat (N-phosphonomethylgly-
cine) adalah herbisida berspektrum luas, 
bersifat non selektif, biasanya digunakan 
untuk mengendalikan rumput, gulma dan 
semak-semak. Herbisida ini juga dapat 
digunakan untuk persiapan lahan sebelum 
tanam pada saat perkembangan tanaman 
dan setelah panen. Glifosat menghambat 
enzim 5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate synthase (EPSPS) yang 
dibutuhkan untuk sintesis asam amino 
aromatik yang penting bagi kelangsungan 
hidup tanaman (Arango, et al., 2014). 
Paraquat (1,1-dimetil, 4,4-
bipiridilium) merupakan salah satu 
herbisida yang berspektrum luas, bersifat 
non selektif dan bekerja secara kontak. 
Molekul paraquat dapat merubah transpor 
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elektron fotosintesis ke oksigen sehingga 
menghasilkan radikal bebas yang 
menyebabkan peroksidasi lipid dan 
kerusakan membran sel (Yu, et al., 2007). 
Tanaman yang terkena herbisida ini 
ditandai dengan daun yang cepat kering 
dan hangus (Silaban, 2008). 
Aplikasi herbisida yang berlebihan 
dapat menyebabkan dampak yang negatif 
terhadap lingkungan, organisme non target, 
keragaman hayati dan resistensi gulma 
terhadap herbisida. Bioremediasi yang 
murah dan ramah lingkungan dengan 
menggunakan bakteri pendegradasi 
herbisida merupakan metode yang 
menjanjikan untuk membersihkan dan 
memulihkan tanah yang terkontaminasi 
herbisida. Di alam, bakteri memiliki 
mekanisme untuk toleran atau resisten 
terhadap senyawa beracun dengan cara 
menghilangkan toksik atau memproduksi 
enzim yang dapat mendegradasi senyawa 
beracun tersebut (McGuinness & Dowling, 
2009). Introduksi mikroba pendegradasi ke 
dalam tanah yang tercemar, mampu 
meningkatkan laju dekomposisi herbisida 
(Ermakova, et al., 2010). Penelitian ini 
bertujuan untuk mengisolasi dan 
mengidentifikasi bakteri yang resisten 
terhadap herbisida glifosat dan paraquat 
sebagai agen bioremediasi ramah 
lingkungan pada lahan sawah tercemar 
residu herbisida. 
 
2. METODE PENELITIAN 
Pengambilan Sampel  
Sampel tanah diambil dari bawah 
perakaran tanaman padi yang berada di 
beberapa lokasi pertanaman padi di daerah 
Karawang, Jawa Barat. Kabupaten 
Karawang dipilih sebagai lokasi 
pengambilan sampel karena daerah 
tersebut merupakan salah satu sentra padi 
di Jawa Barat. Desa pengambilan sampel 
tanah adalah Mulyajaya dan Kutalanggeng 
(Kec. Tegalwaru), Medan Karya dan 
Sabajaya (Kec. Tirtajaya), Mulyasejati dan 
Sukamulya (Kec. Ciampel), Kartaharja dan 
Payungsari (Kec. Pedes), Purwajaya dan 
Jayanegara (Kec. Pedes). Sampel tanah 
selanjutnya akan dianalisis untuk 
mengetahui kandungan residu herbisida. 
Analisis residu herbisida dilakukan 
menurut metode Balingtan (2007). Sampel 
tanah dikeringanginkan selama satu hari 
kemudian diambil sebanyak 50 g dan 
dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer. 
Diklorometan dan aseton ditambahkan ke 
dalam labu dengan perbandingan 1:1 
sebanyak 100 mL kemudian dishaker 
dengan kecepatan 100 rpm selama 30 
menit dan didiamkan semalam. Ekstrak 
tanah disaring ke dalam labu rotavapor dan 
dievaporasi pada suhu 40oC selama 2 
menit. Hasil ekstrak tanah yang telah 
dievaporasi kemudian ditambahkan 50 ml 
metanol dan disaring dengan kertas saring 
Whatman 41 yang telah ditambahkan 
Florisil dan Na2SO4 anhidrat kemudian 
ditampung dalam labu rotavapor. Sampel 
hasil pemurnian selanjutnya diuapkan 
kembali dengan rotavapor sampai 
menghasilkan sisa larutan sebanyak ±1 ml. 
Larutan tersebut dimasukkan ke dalam 
tabung reaksi dan ditambahkan metanol 
60% sampai mencapai volume 10 ml dan 
disaring dengan filter membran Sartorius 
PTFE 0,45 µm kemudian diinjeksikan ke 
HPLC. Konsentrasi residu herbisida 
ditentukan berdasarkan hasil rekaman yang 
tercatat dalam kertas kromatografi. 
 
Isolasi Bakteri 
Isolasi bakteri pendegradasi 
herbisida menggunakan Media Garam 
Mineral (Mineral Salt, MS) dengan 
komposisi gram per liter: 0,2 
MgSO4.7H2O, 1 KH2PO4, 1 K2HPO4, 0,5 
(NH4)2SO4, 0,01 CaCl2, 0,001 FeSO4 dan 
0,5 NaNO3 (Fan, et al., 2012). Herbisida 
yang digunakan adalah isopropyl amina 
glifosat dengan bahan aktif 480 g/L dan 
paraquat diklorida dengan bahan aktif 276 
g/L. Sampel tanah sebanyak 10 g 
dimasukkan ke dalam 90 ml media garam 
mineral yang sudah ditambahkan herbisida 
Glifosat 1 ppm dan Paraquat 0,4 ppm. 
Penambahan herbisida glifosat dan 
paraquat pada media sebanyak 2x dosis 
pemakaian herbisida tersebut di lapangan. 
Sampel diinkubasi goyang pada kecepatan 
120 rpm selama 7 hari. Sampel diambil 
sebanyak 10 ml kemudian dimasukkan ke 
dalam 90 ml media garam mineral yang 
ditambahkan glifosat 1 ppm dan paraquat 
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0,4 ppm. Perlakuan tersebut diulang setiap 
minggu selama 5 minggu. Setelah minggu 
ke-5, sampel diisolasi dengan cara disebar 
pada media garam mineral padat tanpa 
herbisida (Fan, et al., 2012). Isolat yang 
tumbuh selanjutnya dimurnikan dan 
ditanam pada media NA miring untuk 
diseleksi lebih lanjut. 
 
Seleksi Bakteri Resisten Residu 
Herbisida 
Isolat yang diperoleh ditumbuhkan 
pada media agar-agar yang mengandung 
glifosat dan paraquat (Liawati, 2001). 
Sebanyak 30 isolat ditumbuhkan pada 
media Nutrient Broth (NB), kemudian 
diinkubasi goyang selama 24 jam pada 
suhu ruang. 
disubkulturkan pada media NA yang 
ditambah herbisida glifosat dan paraquat. 
Konsentrasi glifosat dan paraquat dimulai 
dari 0, 5, 10, 15, 20 dan 25 ppm. Apabila 
isolat bakteri masih tumbuh, konsentrasi 
glifosat dan paraquat ditingkatkan hingga 
seluruh isolat tidak dapat tumbuh. Seluruh 
perlakuan diinkubasi pada suhu ruang 
selama 48 jam dan dibuat 2 ulangan. Isolat 
bakteri yang tumbuh pada media dengan 
penambahan herbisida dengan konsentrasi 
tertinggi dipilih sebagai kandidat agen 
bioremediasi residu herbisida. 
 
Identifikasi Bakteri Resisten Residu 
Herbisida 
Isolat yang resisten terhadap glifosat 
dan paraquat tertinggi, selanjutnya 
diidentifikasi secara kimia menggunakan 
sistem Biolog microstation model 
ELX808BLG serial 1306184 (Biolog 
Hayward, CA, USA) dengan Buffer IF-A 
protokol A untuk mengetahui pemanfaatan 
sumber karbon. Isolat murni ditumbuhkan 
dalam media NA cawan petri selama 24 
jam. Selanjutnya koloni tunggal dari isolat 
tersebut dimasukkan ke dalam media 
suspensi dan diukur kepadatannya. 
Suspensi bakteri sebanyak 150 µl 
dimasukkan ke dalam setiap sumur 
microplate dan diinkubasi selama 24 jam 
dalam mesin inkubator Biolog (Tshikhudo, 
et al., 2013). 
Pembacaan hasil pada microplate 
dilakukan dengan menggunakan mesin 
semi-automated Omnilog microplate 
reader. Perubahan warna dari bening 
menjadi ungu pada sumur microplate 
terjadi jika mikroba tersebut tumbuh dan 
mampu menggunakan substrat yang ada di 
dalam sumur untuk proses metabolisme. 
Perubahan warna tersebut selanjutnya 
dibaca oleh mesin sehingga menghasilkan 
data yang dapat dicocokkan dengan basis 
data sistem. 
 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
Kandungan Residu Herbisida 
Hasil analisis kandungan residu 
herbisida pada sampel tanah sawah dari 
Kabupaten Karawang berkisar 0 (tidak 
terdeteksi)-0,559 ppm untuk glifosat dan 
paraquat berkisar 0-0,199 ppm (Tabel 1).  
 
Tabel 1. Analisis residu herbisida glifosat dan  paraquat pada contoh tanah asal Kabupaten Karawang 
No. Desa Kecamatan Glifosat (ppm) Paraquat (ppm) 
1 Mulyajaya Tegalwaru 0,202 0,114 
2 Kutalanggeng Tegalwaru 0,098 0,024 
3 Medankarya Tirtajaya 0,213 0,103 
4 Sabajaya Tirtajaya 0,559 0,022 
5 Mulyasejati Ciampel tidak terdeteksi 0,026 
6 Sukamulya Ciampel 0,212 tidak terdeteksi 
7 Kartaharja Pedes 0,186 0,121 
8 Payungsari Pedes 0,103 0,199 
9 Purwajaya Tempuran tidak terdeteksi 0,116 
10 Jayanegara Tempuran tidak terdeteksi tidak terdeteksi 
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Sampel tanah sawah dari Desa Sabajaya 
dan Medankarya di kecamatan Tirtajaya 
mempunyai residu glifosat tertinggi yaitu 
0,559 dan 0,213 ppm, sedangkan Desa 
Payungsari dan Kartaharja di kecamatan 
Pedes memiliki residu paraquat tertinggi 
sebesar 0,199 dan 0,121 ppm. 
Hasil analisis tersebut menunjukkan 
tingginya residu herbisida glifosat dan 
paraquat di lahan persawahan daerah 
Karawang. Adi (2003) melaporkan kondisi 
residu herbisida lahan sawah pada 
beberapa daerah di Jawa Barat dimana 
residu glifosat sebesar 0,0009-0,0012 ppm 
sedangkan paraquat sebanyak 0,0016-
0,0025. Hal ini berarti terjadi peningkatan 
kandungan residu glifosat sebesar 99,79%, 
sedangkan residu paraquat naik sebanyak 
98,74%. Hasil analisa residu glifosat tanah 
sawah di Karawang masih lebih tinggi 
daripada daerah Ciampea, Bogor sekitar 
0,001-0,048 ppm (Kesuma, et al., 2015), 
sedangkan hasil analisa residu paraquat 
lebih rendah dibandingkan dari daerah 
Tanah Laut yaitu 0,080-0,356 ppm (Jaya, 
et al., 2012). 
Tingginya residu herbisida yang 
diserap dan terakumulasi dalam tanah dan 
tanaman padi sawah dapat menyebabkan 
keracunan terhadap manusia, resistensi 
tanaman dan mikroba serta pada tanaman 
yang dipanen (beras) dan lingkungan 
sekitar. Besarnya residu herbisida yang 
tertinggal di dalam tanah  dan tanaman 
tergantung pada dosis, frekuensi dan 
interval aplikasi, jenis bahan aktif, 
formulasi dan persistensi dari herbisida 
tersebut serta saat aplikasi terakhir 
sebelum hasil tanaman dipanen (Kesuma, 
et al., 2015). 
 
Seleksi Bakteri Resisten Residu 
Herbisida 
Hasil seleksi bakteri resisten 
herbisida glifosat dan paraquat 
menunjukkan kemampuan yang bervariasi 
(Tabel 2). 
 
Tabel 2. Seleksi isolat pendegradasi residu pada herbisida glifosat dan paraquat 
No Kode isolat 
Konsentrasi glifosat + paraquat (ppm) 
Asal sampel 
(Desa) 0 500+ 200 
1000
+400 
1250
+500 
1500+ 
600 
1750
+700 
2000
+800 
2500+ 
1000 
3000+ 
1200 
3500+ 
1400 
4000+ 
1600 
1 1,2 + + + + + + + + + + - Mulyajaya 
2 1,3 + + + - - - - - - - - Mulyajaya 
3 1,4 + + + - - - - - - - - Mulyajaya 
4 1,5 + + + - - - - - - - - Mulyajaya 
5 2,1 + + + - - - - - - - - Kutalanggeng 
6 2,3 + + + - - - - - - - - Kutalanggeng 
7 2,4 + + + - - - - - - - - Kutalanggeng 
8 3,1 + + + - - - - - - - - Medan Karya 
9 3,2 + + + - - - - - - - - Medan Karya 
10 3,5 + + + - - - - - - - - Medan Karya 
11 4,2 + + + + + + + + + + + Sabajaya 
12 4,3 + + + - - - - - - - - Sabajaya 
13 4,4 + + + - - - - - - - - Sabajaya 
14 5,1 + + + - - - - - - - - Mulyasejati 
15 5,2 + + + - - - - - - - - Mulyasejati 
16 6,1 + + + + + + + + + + - Sukamulya 
17 6,2 + + + - - - - - - - - Sukamulya 
18 6,3 + + + - - - - - - - - Sukamulya 
19 7,1 + + + + + + + + - - - Kartaharja 
20 7,2 + + + - - - - - - - - Kartaharja 
21 7,3 + + + - - - - - - - - Kartaharja 
22 7,4 + + + - - - - - - - - Kartaharja 
23 8,3 + + + - - - - - - - - Payungsari 
24 8,4 + + + - - - - - - - - Payungsari 
25 93 + + + - - - - - - - - Purwajaya 
26 9,4 + + + - - - - - - - - Purwajaya 
27 9.5 + + + + + + + + - - - Purwajaya 
28 10,1 + + + - - - - - - - - Jayanegara 
29 10,2 + + + - - - - - - - - Jayanegara 
30 10,3 + + + - - - - - - - - Jayanegara 
Keterangan: “+” = resisten herbisida, “-“ = tidak resisten herbisida 
: 63-70  
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Seluruh isolat mampu bertahan pada 
media NA yang ditambah glifosat 1.000 
ppm dan paraquat 400 ppm, sedangkan 
pada konsentrasi 2.500 ppm (glifosat) dan 
1.000 ppm (paraquat) terdapat 5 isolat 
yang mampu bertahan yaitu isolat 1,2; 4,2; 
6,1; 7,1 dan 9,5. Selanjutnya hanya isolat 
4,2 yang dapat bertahan pada konsentrasi 
tertinggi 4.000 ppm (glifosat) dan 1.600 
ppm (paraquat), sedangkan isolat 1,2 dan 
6,1 hanya mampu bertahan sampai 
konsentrasi 3.500 (glifosat) dan 1.400 
(paraquat). 
Hasil seleksi tersebut menunjukkan 
bahwa semakin tinggi konsentrasi 
herbisida yang diberikan pada media maka 
semakin kecil isolat yang mampu tumbuh 
dalam media tersebut karena glifosat dan 
paraquat dengan konsentrasi tinggi akan 
lebih bersifat toksik dan menghambat 
pertumbuhan bakteri. Hasil tersebut sesuai 
dengan penelitian Moneke, et al., (2010) 
yang menunjukkan adanya penurunan 
jumlah bakteri atau jamur yang tumbuh 
pada media padat yang ditambahkan 
herbisida glifosat. 
Bakteri mendegradasi glifosat 
melalui 2 cara yaitu melalui jalur sarkosin 
atau asam aminometilfosfonat (AMPA) 
(Fan, et al., 2012). Bakteri memutuskan 
ikatan C-P dari glifosat menghasilkan 
fosfonat dan sarkosin. Selanjutnya fosfonat 
digunakan oleh bakteri sebagai sumber 
fosfor untuk kehidupannya sedangkan 
sarkosin digunakan sebagai sumber karbon 
untuk menghasilkan glisin. Selain itu, 
bakteri memutuskan ikatan C-N pada 
struktur glifosat dan memanfaatkannya 
sebagai sumber karbon dengan 
menghasilkan AMPA. 
Paraquat diketahui menginduksi 
stress oksidatif dengan memproduksi anion 
superoksida dan menyebabkan toksisitas 
terhadap sel. Beberapa bakteri toleran 
terhadap paraquat karena kemampuannya 
mensintesis enzim seperti superoksida 
dismutase dan katalase yang mampu 
menetralkan kerusakan yang disebabkan 
oleh stress oksidatif (Abrashev, et al., 
2011). 
 
Identifikasi Bakteri Resisten Herbisida 
Berdasarkan uji biokimia 
menggunakan sistem Biolog model 
ELX808BLG serial 1306184 dengan 
Buffer IF-A protokol A, bakteri potensial 
4,2 dapat menggunakan berbagai sumber 
gula, heksosa fosfat dan asam amino serta 
dapat mereduksi Tetrazolium violet dan 
Tetrazolium blue (Tabel 3).  
 
Tabel 3. Aktivitas metabolit bakteri 4,2 menggunakan sistem Biolog 
Substrat Substrat Substrat 
-D-glucose  + D-glucose-6-phosphate +/- D-sorbitol + 
Dextrin + D-fructose-6-phosphate +/- Myo-inosytol +/- 
D-fructose + Glycl-L-proline + Tetrazolium violet + 
D-fucose + L-arginine + Tetrazolium blue + 
L-fucose + L-aspartic acid + Lyncomycin + 
Maltose + L-glutamic acid + Guanidine hydrocloride - 
D-trehalose + L-Histidine + Niaproof 4 +/- 
Gentiobiose + L-alanine +/- D-galacturonic acid +/- 
Sucrose + L-serine +/- L-galactonic acid-g-lactone +/- 
D-turanose + Gelatin - Glucuronamide +/- 
D-raffinose, + L-Pyroglutamic acid - D-glucoronic acid +/- 
N-acetyl-D-Glucosamine + D-Lactic acid methyl ester - Acetic acid +/- 
D-mannose + a-ketoglutaric acid - Formic acid +/- 
L-rhamnose + D-mannitol + D-gluconic acid - 
D-galactose + L-arabitol + Mucic acid - 
N-acetyl-D-Mannosamine + Glycerol + Citric acid - 
a-D-Laktose +/- Quinic acid +/- Pectin + 
D-salicin +/- D-malic acid +/- L-Lactic acid + 
N-acetyl-D-Galactosamine +/- Acetoacetic acid +/- L-malic acid + 
3-methyl-D-Glukoside +/- Tween 40 - Bromosuccinic acid + 
D-melibiose +/- D-aspartic acid - Potassium tellurite + 
D-cellobiose + Propionic acid - Sodium lactate 1% +/- 
3-methyl- Glucose - g-amino-N-butyric acid +/-   
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Reaksi positif (+) atau negatif (-) 
mengindikasikan kemampuan atau 
ketidakmampuan bakteri dalam 
menggunakan substrat untuk proses 
metabolisme. Hasil identifikasi isolat 4,2 
menggunakan sistem Biolog diperoleh 
hasil sebagai bakteri Ensifer meliloti 
dengan probability sebesar 0,992. 
Identifikasi menggunakan sistem 
Biolog sangat mudah dan cepat dilakukan 
serta dapat langsung mengidentifikasi 
isolat yang diuji. Identifikasi ini didasarkan 
pada penggunaan sumber karbon oleh 
mikroba. Setiap mikroba menggunakan 
sumber karbon yang berbeda tergantung 
pada kebutuhan nutrisinya. Berdasarkan 
reaksi positif dan negatif yang ditandai 
dengan perubahan warna ungu pada sumur 
microtiter maka ciri-ciri spesifik suatu 
spesies dapat ditentukan (Lama, et al., 
2013). Metode ini memiliki kekurangan 
berupa terbatasnya mikroorganisme pada 
basis data sistem. Hasil identifikasi 
menjadi kurang akurat apabila isolat yang 
diuji belum tercatat dalam basis data 
sehingga perlu dikonfirmasi dengan hasil 
identifikasi molekuler. 
Ensifer (Sinorhizobium) meliloti 
merupakan bakteri gram negatif dari 
keluarga Rhizobia yang mampu 
memfiksasi nitrogen. Bakteri tanah ini 
dapat hidup bebas atau bersimbiosis 
dengan tanaman legum (McIntosh, et al., 
2009). E. meliloti biasanya bersimbiosis 
dengan tanaman Melilotus, Medicago dan 
Trigonella tetapi dapat juga ditemukan 
pada inang tanaman lain (Mnasrei, et al., 
2009). 
De la Pena, et al., (2013) 
melaporkan adanya bakteri E. meliloti 
yang resisten terhadap hidrogen peroksida, 
paraquat dan antrazin yang ditambahkan 
pada media padat. Cherni, et al., (2015) 
juga menyebutkan beberapa jenis Rhizobia 
mampu mendegradasi residu glifosat 
dalam tanah, diantaranya Sinorhizobium 
meliloti. Penelitian lain juga menyebutkan 
adanya genus Sinorhizobium yang toleran 
terhadap glifosat dan paraquat (Drouin, et 
al., 2010). 
Meluasnya penggunaan pestisida 
dan herbisida di lahan pertanian dapat 
memberikan efek toksik pada 
mikroorganisme tanah. Penggunaan 
herbisida paraquat dapat mengiduksi stress 
oksidatif pada bakteri yang terdapat dalam 
tanah (Donati, et al., 2011). Penggunaan 
bakteri pemfiksasi nitrogen atau pemacu 
pertumbuhan tanaman yang toleran pada 
tanah yang terkontaminasi herbisida 
merupakan aplikasi potensial dalam 
bioremediasi tanah. 
 
4. KESIMPULAN 
Sebanyak 30 isolat bakteri telah 
diseleksi resistensinya terhadap herbisida 
glifosat dan paraquat. Selanjutnya 
diperoleh 1 isolat yang resisten terhadap 
herbisida dengan konsentrasi 4.000 ppm 
glifosat dan 1.600 ppm paraquat. Hasil 
identifikasi berdasarkan sistem Biolog 
omniLog menunjukkan isolat 4,2 
merupakan Ensifer meliloti. 
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